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(57) Abstract 



Tbe invention concerns a method for obtaining a fluoiesccnt conjugate between a carrier molecule having at least an amino, hydroxy, 
carboxv an(^^ sn^^^^ group and a fluorophote leag^ having at least a ftincttonai group capable of reactmg with said amino, hydroxy 
cSS :^Z S^^^^^ which cListB inlSdngIng said njoiecule and ^ '''^'^ 

soludon of a water-soluble macrocycle. TTie invention also concerns the conjugates obtained by this method and their use. 



(57) Abrdgd 

Llnventton conceme un proctfdfi d'obtendon d'un ccmjugu<J Suorescent entre une mol^jule potteuse poss6dant au moins un groupement 
ammA^ro^^^ et un r^aedf fluorophoie poss^dant au mobis un groupement fonctionnel susceptible de i^agir avec 

Siksfg^^^^ qidoonsiste ^ metfre en presence tadite molecule poiteuse et ledit r^actif 

SuSL av^^ d Wacix^cyde soluble dans Feau. L'inver.tion conceme ^galement les conj«gu6s obtenus par ce 

proc6d6 et tewr utilisation. 
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I 

Conjiigues fluorescents boh agreges et leur proced6 d*obtentlon 

Uinvention conceme un procede de fabrication de conjugues fluorescents 
non agreges. i;kf/ention conceme egalement les conjugues fluorescents non 
agr6g6s obtenus par ce proced6 et ieur utilisation coxmne traceurs fluorescents. 
5 Uautoagregation de colorants hydrophobes tels que la thionine ou le bleu de 

methylene, est bien connue en solution aqueuse k haute concentration, comme 
decrit dans J. Am. Chem. Soc, 63,69 (1941). Ces agregats entrainent un 
changement de spectre d'absorption et une reduction de la fluorescence desdits 
colorants. 

10 Les cyanines sont egalement connues pour s*agreger en provoquant un 

quenching de fluorescence (J. Phys. Chem. 69, 1894 (1965)). 

Ce phenomene d'agregation est notamment amplifie dans la fabrication de 
conjugues fluorescents. Waggoner et aL ont ainsi observe un phenomene 
d'agregation apres conjugaison de cyanine isothiocyanate sur un anticorps 
15 (Cytometrie 10:11-19 (1989)). Ces memes auteurs d^crivent des cyanines 
arylsulfonates presentant la particularite de se coupler par voie 
N-hydroxysuccinimide et de s'agreger feiblcment sur conjugues prot6iques, 
propri6te qu'ils attribuent a la presence de groupements sulfonates sur le noyau 
cyanine (brevet US 5 268 486), ainsi que des cyanines k base de 
20 naphtalenesulfonate (Bioconjugate Chemistry 7 : 356-362 (1996)). Dans ce 
dernier article, les auteurs montrent Timportance du nombre de sulfonates dans les 
processus de desagregation. 

Cependant, il a 6te rapporte que la fluorescence d'un conjugue entre une 
cyanine designee par CY5.18 issue du brevet US 5 268 486 et un anticoips anti- 
25 HCG (rapport molaire = 1,7) est quenchee par rapport h celle de la cyanine libre 
(Anal. Biochem. 217 : 197-204 (1994)), 

D'autre part, la Demanderesse a r6alis6 des essais sur des anticorps anti- 
cancer prostatique et anti-hormone specifique de la thyro'ide marqu6s avec ies 
composes CY5.18 et CY5.29 issus du m6me brevet US 5 268 486 (exemples I et 
30 2). Ces exemples montrent un fort quenching des cyanines quelque soit le taux de 
marquage final . 

Enfin, dans le merae brevet US 5 268 486 , les auteurs souUgnent 
rimportance des cyanines comme remplacant potentiel des phyeobiliproteines et 
mettent en avant les avantages suivants : 
35 -stabilite 

"Cout moindre 
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"procedure de marquage simplifiee 
-taille adaptde 4 la reconnaissance de petites molecules. 
Ces avantages deviennent toutefois inoperants quand les cyanines se 
retrouvent agregees sur les conjugues. 
5 La demande WO 96/00902 propose, pour pallier rinconvenient de 

Tagregation des cyanines, d'introduire des groupements iminium dans leur 
structure. Toutefois^ cette demande se contente d^apprecier la capacity 
d6sagr6geante de structures qui y sont decrites en comparant les spectres UV dans 
des solutions salines faiblement et fortement concentrees, et ne donne aucun 
1 0 resultat sur les conjuguds. 

ParalUlement, Taugmentation de fluorescenoe provoquee par Tajout de 
cylodextrine dans un milieu contenant un fluorophore est decrite dans la litterature 
(J. Chromatog. 452 (1988) ; Macromolecules 10(3) : 676-681 (mai-juin 1977)). 
Inversement, certaines molecules fluorescentes sont quenchees par Taddition 
15 de cyclodextrines (Journal of Inclusion Phenomena and Molecular Recognition in 
Chemistry 18 : 385-396 (1994), Kluwer Academic Publishes)* 

La formation de complexes d'inclusion cyanine-cyclodextrine est d6crite en 
litterature (J. Am. Chem. Soc, 112 : 5824-5830 (1990))^ Selon les conditions et la 
nature de la cyclodextrine, on pent voir des complexes monomdriques ou 
20 dimeriques» lesquels favorisent I'agregation des cyanines et done le quenching de 
fluorescence desdites cyanines. 

Pour conserver les proprietes fluorescentes des complexes d'inclusion, Tart 
anterieur decrit des liaisons covalentes faisant intervenir une fonction de la 
cyclodextrine (WO 91/02040). 
25 La demande WO 91/01090 decrit des chelates d' Europium attaches de fa^on 

covalente a une cyclodextrine, qui est ensuite couplee a une proteine* 

Toutefois, ce type de lisuson est difficile a realiser, notamment parce qu'elle 
n^cessite la modification chiniique de la cyclodextrine (sous forme par exemple de 
N*hydroxysuccinimide, mal6itmde, thiol ou amine) et presente !*inconvenient : 
30 - d'aiterer les proprietes des complexes d*inclusion et done de diminuer les 

performances de fluorescence ; 

- d'aiterer les proprietes de la proteine, par un marquage de la cyclodextrine 
sur des fonctions biodisponibles. 

La presente invention se propose de remedier a ces inconv^nients et de 
35 preserver les proprietes de conjugues entre une molecule porteuse et un reactif 
fluorophore. 
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Ainsi, un premier objet de Finvention consiste a obtenir un conjugue 
hautement fluorescent et non agreg6. 

Un autre objet de Tinvention consiste a obtenir un tel conjugue fluorescent 
de maniere simple et rapide. 
5 Ces objets sont atteints, selon un premier aspect de Finvention, par un 

proced6 pour Fobtention d'un conjugue fluorescent entre une molecule porteuse 
possedant au moins un groupement amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfhydiyl et un 
reactif fluorophore possedant au moins un groupement fonctionnel susceptible de 
r^agir avec le(s)dit(s) groupe(s) amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfhydryU qui 
10 consiste a mettre en pr&ence ladite molecule porteuse et ledit reactif fluorophore 
avec une solution aqueuse d'un macrocyde soluble dans Feau contenant de 1 a 
40 % (m/v) dudit macrocyde. 

Le mecanisme reactionnel pent etre rcpresente par le schema suivant : 



15 






F 



F est le reactif fluorophoi^ et 
P est la molecule porteuse. 

La molecule porteuse P reagit avec les fonctions du reactif fluorophore F. 
20 Cela a pour effet de conserver les distances intermol6culaires et d*eviter le 
rapprochement des reactifs fluorophores sur la molecule porteuse. La consequence 
en est une diminution de Tagregation des reactifs fluorophores, 

Avantageusement, la concentration en macrocycle dans la solution aqueuse 
de macrocycle est comprise entre 10 et 40 % (m/v). 
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Comme macrocycie soluble dans Feau^ on utilisera avantageusement unc 
cyclodextrine 6ventueilement substituee ou im calixarene substitue par des 
groupes hydrophiles* 

On peut citer a titre d'exemple de cyclodextrine utilisable dans le procede 
5 conforme a Tinvention, ra-cyclodextrine, la p-cyclodextrinej ia y-cyclodextrine, 
rhydroxypropyl-a-cyclodextrine, Thydroxypropyl-p-cyciodextrine, Thydroxy- 
propyl-y-cyclodextrine, ITiydroxy^thyl-a-cyclodextrine, Thydroxyethyl-p- 
cyclodextrine* rhydroxy6thyl-y-cyclodextrine ou la 2,6-di-0-m6thyVheptakis-p- 
cyclodextrine, 

iO Les calixareaes qui peuvent etre utilises dans le proc6de conforme k 

rinvention repondrat i la structure 



dans laquelle : 

-R^ et Ri> representent chacun un groupement hydrophile choisi parmi H, 
i5 (CH2)pC02a (CH2)pOa (CH2)pNH2» (CH2)pS03H ou (CH2)pN+RcRdRe I 

- Re, Rd et Re representent chacun Thydrogene ou un {Ci"C3)alkyIe ; 

- p varie de 0 a 4 pour Rf) et de 1 a 4 pour Ra ; et 
- 1 variede I a 5. 



20 le reactif fluorophore, soit avec la molecule porteuse et forme ainsi une structure 





Le macrocycie soluble dans Teau forme un complexe dinclusion, soit avec 
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rotaxane stable, Ce complexe d'inclusion pent subsister dans la structure finale du 
conjugue fluorescent obtenu pax k precede conforme k rinvention. 

Generalementj le reactif fluorophore utilise est un chromophore a un ou 
plusieurs noyaux aromatiques, ledit chromophore ayant un coefficient d'extinction 
5 moleculaire eleve, superieur a 20 000, de preference sup^rieur i 50 000. 

Selon un aspect prefere de Tinvention, ledit reactif fluorophore est choisi 

parmi 

* une cyanine de structure 




* une hemicyanine de structure 




* une merocyanine de structure 




20 ou 
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OU 



* une aaphtofluoresceine de structure : 




dans lesquelles structures : 

" les lignes en pointille representent chacune les atomes de carbone necessaires 

pour former 1 a 3 cycles fusiomies, les groupes R3, R4, R5, R6, Rg et R9 etant 

10 attaches a ces cycles ; 

" X et Y representent chacun N, C , O, S ou 0(0113)2 ; 

O 

- m vaut 1, 2, 3 ou4 ; 

" au moins un des groupes Ri a R7 est capable de reagir avec un groupement 
amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfhydryl et est choisi parmi 
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o 

-c-nh4--(ch2)„ncs 
/p 



u 

■-~^C-NH-^{CH2)„NCO ; 



C-NH-4~-<CH,y 



NCS 



NCO 



O 



O 
il 



o 
11 



C — NH-H — (CH2)„ C - O -N 



O 



9. SO 



o 



o 



-^C— NH-^ (CHj)^ - C - O -N 



O 



O 



O 

II 



o 



.C -iMH-4-(CH2)„ - S — S — Ar 



; — ^C-NH-|--(CH2)„-NH-Ar ; 

O O 
— ^C-NH-^(CH,)„-N3 ; — ^C-NH-^(CH2)„h/^^ ; 

O O 
— ^C-NH-^CH2)„-NHj ou — ^c_nH-^(cH2)„-SH 
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ou n varie de 0 a 8 et p est egal a 0 ou 1 , et Ar est un heterocycle a 5 on 6 chainons 
comprenant 1 a 3 heteroatomes, eventuellement substitue par xm atome 
d*halogene, ceux des groupes Rj a R7 ne representant pas une des entiles reactives 
ci-dessus etant choisis parmi Thydrogene ou un groupe -'(CH2)r-Z dans lequel r 
5 varie de 0 a 4 et Z represente un groupe CH3, SO3H, OH on N+R1R2R3 dans 
lequel Ri, R2 et R3 sont tels que dfifinis ci-dessus, et au moins un des groupes Rg 
et R9 repr6sente un groupe SO3- ou SO3H, Tautre groupe representant Uhydrogene 
ou un groupe 803*" ou SO3H. De preference, p est egal k 0 dans les formules ci- 
dessus. 

10 Plus particulierement, on utilisera de manierc avantageuse une cyanine de 

structure 




R, R, 
dans laqueUe les groupes Ri, R2, R3, R4. ^7* ^8 et R9 sont tels que defmis 
precedemment. 

15 Une classe de cyanines pr6f6r6e est compos6 des cyanines ci-dessus dans 

lesquelles X et Y representent chacun un groupe C{CH3)2. 
Parmi ces cyanines, ceiles ou 

(i) Ri et R2 representent chacun un groupe 5-(succinimido- 
oxycarbonyl)pentyl ; R3, R4 et R7 representent chaucn Thydrogene ; Rg et R9 

20 representent chacun un groupe sulfonate ; et m est 6gal a 2 ou 

(ii) Ri represente un groupe 5-<sucoinimido6xycarbonyl)pentyl ; R2 
repr&ente un ethyl ; R3, R4 et R7 representent chaucn Fhydrogene ; Rg et R9 
representent chacun un groupe sulfonate ; et m est 6gal k 2, sont preferes. 

La molecule porteuse poss6dant au raoins un groupement amino, hydroxy, 
25 carboxy et/ou sulfhydryl est une biomolecule destinee d*une maniere gen6rale au 
diagnostic ou a la detection, Cette biomolecule pourra servir elle-meme au 
marquage d'autres molecules, notamment de proteines. A titre d*exemple, on pent 
citer un anticorps, un antigene, une proteine, un peptide, un haptene, une lectine, 
Tavidine, la streptavidine, une toxine, un glucide, un oligosaccharide, un 
30 polysaccharide, un acide nucleique, une hormone, un medicament, un polymere, 
une particule polymerique, du verre, une particule de verre ou une sur&ce en verre 
ou en poiymfere. 
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Le precede conforme a rinvention presente les avantages suivants : 

- il evite la fonctioimalisation de cyclodextrines, et permet done un gain de 
temps et d^argent ; 

- ii permet la stabilisation de fa9on irreversible du complexe d*inclusion 
5 entre le macrocycle soluble dans Teau et le reactif fluorophore (les complexes 

d*inclusion ont habituellement des consl^tes d'equilibre feibles) ; 

- il permet d'6viter le quenching de fluorescence des conjugues obtenus, sans 
intervenir sur la structure chimique du reactif fluorophore. En effet, les propriety 
complexantes du macrocycle soluble dans Teau pcrmettent un Sloignement in situ 

10 des reactifs fluorophores dont les distances intermoleculaires aprfes conjugaison et 
purifipation du conjugu6 sont maintenues* Get eloignement des reactifs 
fluorophores sur la molecule porteuse 6vite le phenomene d'agregation et done le 
quenching de fluorescence, 

Selon un autre aspect^ I'invention conceme egalement les conjugues 
1 5 fluorescents, obtenus par le procede decrit precedemment, 

Lorsque le complexe d'inclusion forme par le macrocycle soluble dans Teau 
avec le reactif fluorophore et la molecule porteuse subsiste dans la structure finale 
du conjuguS fluorescent, le reactif fluorophore est lie a la molecule porteuse de 
telle sorte que la partie hydrophobe du reactif fluorophore traverse le macrocycle 
20 soluble dans T^u. 

Si la molecule porteuse P et le reactif fluorophore F sont des groupements 
encombrants, le complexe realise sera stable et formera un rotaxane : 

25 

Le complexe obtenu est original car la cyclodextrine ne contient aucune 
liaison covalente avec le reactif fluorophore ou la molecule porteuse. 

Comme indique precedemment, les conjugues fluorescents selon Tinvention, 
notamment les complexes rotaxane, ne presentent pas de quenching de 
30 fluorescence en raison de rsioignement des r£acti£s fluorophores sur la molecule 
porteuse. 

Les conjugues fluorescents selon Tinvention se revelent Stre d'excellents 
traceurs fluorescents. 
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Ainsi, selon un autre aspect, Vinvention conceme rutilisation des conjugues 
fluorescents decrits ci-dessiis comma traceurs fluorescents. Ces traceurs trouvent 
application par exemple en microscopie de fluorescence, en cytometrie de flux ou 
en immunodiagnostic en fluorescence, de preference en microscopie de 
5 fluorescence ou en cytometrie de flux. Les conjugues fluorescents de Tinvention 
peuvent egalement 6tre utilises pour la detection et/ou la determination par 
fluorescence d'un analyte dans im milieu susceptible de le contenir. 

L'invention sera mieux comprise a Taide des exemples ci-apres, donnes 4 
titre purement illustratifs. 

10 

EXEMPLE 1 - Fabrication des coniugue s et analyse UV 




15 



structure 2 
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O-N 
O 



1/ influence de la presence de la cvclodextrine 
5 ConJugueN°l 

Un echantiilon a 1 mg/ml d'anticorps marqueur tumoral du pancreas 
(reference : CA 19-9) en tampon carbonate OJM pH 9 est melange a temperature 
ambiante avec un exces molaire de 17 pour 1 de sulfoindodicarbocyanine de 
structure L Au bout de deux heures, TechantiUon purifi^ par filtration sur gel 
10 S6phadex®G25. 

Le rapport molaire cyanine/anticorps final est de 3,90, 

On observe des raies en UV a 650 et 605 nm. Le rapport DOgsQ/DOgos est 
de 1,62. Uapparition de la raie a 605 nm est signe d'une agrSgation et d'un 
quenching de la molecule fluorescentc* 
15 ConjugueN°2 

On prepare une solution tampon carbonate 0,1 M pH 9 dans laquelle on 
dissout40 % (m/v) dliydroxypropyl-p-cyclodextrine* 

Uanticorps utilise dans la preparation du conjugue 1 est dialys6 dans ce 
tampon, auquel on ajoute ime solution de sulfoindodicarbocyanine de structure 1 . 
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Le rapport molaire initial cyanine/anticorps est de 17 pour L 

Au bout de deux heures, rechantillon est purifie sur gel Sephadex ® G25. 

On analyse par UV* On observe des raies a 650 et 605 nm. 

On obtient un rapport molaire final cyanine/anticorps de 5,89 et im rapport 
5 DO650/DO605de3J8. 

Cet exeniple montre bien que Tutilisation du complexe cyanine- 
cyclodextrine a permis d*eviter ie phenom^ne d'agr^gation constat^ pour le 
conjugueN° 1. 

10 ConjuguetPS 

Un anticorps anti-PSA (antigene specifique de la prostate, de Tanglais 
"Prostate Specific Antigen", reference : PSA) est dialyse dans du tampon carbonate 
0,lMpH9. 

La solution a 0,85 mg/ml en anticorps est mise en contact avec la 
15 sulfoindodicarbocyanine de structure 1. Le rapport molaire initial cyanine/ 
anticorps est de 15 pour L 

Deux heures apres, on purifie sur gel Sephadex ® G25. 
Le produit est analyst par UV, On observe des raies a 650 et 605 nm. On 
obtient un rapport molaire final cyanine/anticorps de 4,54 et un rapport 

20 DO650/DO605 de 1,40. 
Conjugue 4 

On procede comme decrit pour Tobtention du conjugue n"" 3, excepte qu'on 
rajoute 15 % (m/v) d'hydroxypropyl-P-cyclodextrine dans le tampon carbonate 0,1 
MpH 9. 

25 Le conjugu6 analyse en UV donne les resultats suivants : 

DO650/DO605="2.60 

Rapport molaire final cyanine/anticorps « 0,96 

En comparant au conjugue N** 3 on note une forte augmentation du rapport 
DO650/DO605- Cela traduit une reduction importante de I'agregation et un 
30 quenching sensiblement diminuS. 
Conjugues 5 et6 

On opere respectivement comme pour les conjugues N° 1 et 2, en utilisant 
un anticorps anti-hormone chorionique gonadotrope a une concentration de 
3 mg/ral et, comme marqueur fluorescent, la fluoresceine de structure 3* Le pH de 
35 couplage est 9 et le temps d'incubation de 30 mn- 
On observe en UV des raies a 497 et 462 ran. 
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l^s resultats sent rassembles dans ie Tableau 1 : 

Tableau 1 





rapport molaire 


rapport molaire 


% 


DO497/DO462 


conjugue 


initial 


final 


cyclodextrine 






fluoresceine/ 


fluoresceine/ 








anticorps 


anticorps 






5 


4 


2,1 


0 


2 


6 


10 


. 2,4 


40 


2,3 



La presence de cyplodextrine, pendant le couplage du d6riv6 fluoresceine, a 
pennis d^augmenter le rapport des densitds optiques DO497/DO4623 done de 



5 diniinuer le phenomene d*agr6gation- (Le spectre UV du d6riv6 fluoresceine seul 
presente un rapport de rates egal a 2,4). 

Le conjugue N"^ 6 est plus performant en terme de fluorescence. 
21 Influence de la nature de la cyclodextrine 

Differentes cyclodextrines {conjugues 7 a 12) sont testees afin d'apprecier 
10 rinfluence de la hature de la cyclodextrine sur Tapparition des raies parasites : 
605 nm pour la cyanine et 522 mn pour la rhodamine* Deux conjugues t6moins 
(conjugues N*^13 et 14) ne contenant pas de cyclodextrine sont aussi testes k litre 
de comparaison. 

Les conjugues 7 ^ 10 et 13 sont obtenus en suivant le mode operatoire decrit 
15 pour Tobtention du conjuguS n° 2^ en apptiquant les conditions experimentales 
suivantes : 

nature de Tanticorps : anticorps anti-PSA 
concentration de Tanticorps : 0,75 mg/ml 

concentration de la cyclodextrine dajis le tampon carbonate 0»l M pH 9 ; 
20 13 (ou 0) % (m/v) 

rapport molaire initial cyanine/anticorps : 17 pour 1 
temps d*incubation : 2 h 
Apr&s deux heures» la cyanine libre est 6pui$£e sur cdne atnicon par 
centrifugation pendant 5 min* k 4000 g. On purifie ensuite sur gel SSphadex ® 
25 G25. 

Les conjugues 11, 12 et 14 sont obtenus en suivant le mode operatoire decrit 
pour Tobtention du conjugue N° 2, en appliquant les conditions experimentales 
suivantes : 

marqueur fluorescent : rhodamine de structure 4 
30 nature de Tanticorps : anticorps anti-hormone chorionique gonadotrope 
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concentration de Tanticoprs : 4 mg/ml 

concentration de la cyclodextrine dans le tampon carbonate 0,1 M pH 9 : 
10 (ou 0)%(m/v) 

rapport molaire initial rhodamine/anticorps : 17 pour 1 
5 temps d'incubation : 30 nrn, 

Les r^stiltats sont rassembl6s dans le Tableau 2 : 
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Les fortes valeurs du rapport DO^so/DOeos (2^6 et 2,55) obtenues avec les 
deux p-cyclodextrines montrent lent capacite k desagreger ia cyanine de structure 
1. Ces valeurs sont aussi le reflet de constantes de stabilite elev^es. 
5 Pour le derive rhodamine de structure 4, rutilisation dhydroxypropyl-p- 

cyclodextrine permet d'augmenter de fafon sensible le rapport des densites 
optiques et de diminuer en consequence Teffet tfagregation, 
3/ Influence de la concentmtion d e couolage 

Les concentrations sont un element important dans les phenomenes 
10 d'agregation, 

Differentes concentrations en anticorps sont done tesiees. 
Les conjugu6s sont obtenus en suivant ie mode operatoire decrit pour 
Fobtention du conjugu6 n'' 2, en appliquant les conditions experimentales 
suivantes : 

15 nature de Tanticorps : anticorps anti-PSA 

rapport molaire initial cyanine/anticorps ; 17 pour 1 
temps de couplage : 2 h 

nature de la cyclodextrine : dimethyUp-cyclodextrine 
concentration en cyclodextrine dans le tampon carbonate 0,1 M pH 9 : 
20 13%(m/v) 

Les r6sultats sont rassembles dans le Tableau 3. 



Tableau 3 





ConiugueN'15 


ConjugueN°16 


Coniugu^jN°17 


concentration en 
anticorps (mg/ml) 


0,75 


1,5 


3,0 


rapport molaire final 
cyanine/anticori» 


1,2 


1,8 


2,3 


DO650^O605 


2,7 


2,6 


2,45 



25 Avec une concentration de 3 mg/ml on obtient un rapport molaire final 

cyanine/anticorps eleve (2,3) avec un bon rapport DOgso/DOsos (2,45). 

Ces valeurs sont a comparer a celles du Tableau 2 dans lequel un rapport 
molaire final cyanine/anticorps de 2,6 est associS a un rapport DOgso/DOgos 
faible (1,45). 
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Le precede selon Tinvention permet done d*augmenter le rapport molaire 
final cyanine/anticorps tout en conservant un bon rapport DOgsQ/DOsoS- 

Cela n'est pas possible sans Tutilisation de cyclodextrines. 
4/ Influence de la concentration en cvclodextrine 

Les conjugues sent obtenus en suivant le mode operatoire decrit pour 
Fobtention du conjugu6 n"" 2, en appliquant les conditions experimentales 
suivant^ : 

natoire de Tanticorps ; anticorps anti-TSH (hormone thyreotrope, de 
Tanglais ''Thyroid-Stimulating Hormone", reference : TSH) 

rapport molaire initial cyanine (de structure 2)/anticorp« : 17 pour 1 
temps de couplage : 1 h 

nature de la cyclodextrine : hydroxypropyl-p-cyclodextrine 
Apres epuisement sur cone amicon, le conjugue est purifie sur gel 
Sephadex®G25. 

Les resultats sont rassembles dans le Tableau 4. 



Tableau 4 





Conjugue N° 18 


Conjugue N°19 


Conjugue N°20 


concentration en 
cyclodextrine (m/v) 


5% 


14% 


32% 


rapport molaire final 
cyanine/anticoips 


3,9 


2,74 


2.45 


DO650/DO605 


1,7 


2,2 


2,6 



On voit nettement dans le Tableau 4, Tinfluence du pourcentage de 
cyclodextrine. 

La loi d'action de masse est d6plac^ dans le sens de formation du complcxe 
par augmentation de la concentration de cyclodextrine. 



EXEMPLE 2 : Performances de fluorescence des conjugues 
L'analyte choisi est le PSA. 

Les mesures sont effectuees sur un fluorimetre LS50 de PERKIN-ELMER 
(Xmax d'emission - 660 nm). 

Deux milieux sont testees : 
- milieu 1 : tampon phosphate 0,1 M pH 7 
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- milieu 2 : milieu 1-^-1/3 serum veau nouveau ne 
Le conjuguc N'' 21 a ete fabrique selon ie mode operatoire decrit pour 
Fobtention du coojugu6 n° 2. 

Les conjugues N** 22 et 23 ont ete fabriques selon le mode op6ratoire decrit 
5 pour Tobtention du conjugue n° 1 mais avec des concentrations d'anticorps 
respect! vement de 0,1 ^ 0,3 mg/mL 

Les resultats sent rassembles dans le Tableau 5. 
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Uexamen du tableau 5 montre tout Tinteret du procede conforme a 
rinvention : 

- dans tons les cas le conjugue fabrique avec le complexe cyanine + 
cyclodextrine (conjugue N° 21) est superieur en fluorescence aux conjugu6s 

5 fabriques avec la cyanine sans cyclodextrine (conjugues W 22 et 23). 

- il n'y a pas eri pr6sence de serum de quenching des conjugues fabriques. 

EXEMPLE 3 : Performance dans un immunoessai 

Uimmunoessai est conduit selon la methode homogene decrite par G, 
10 Malhis dans Clin. Chem., Vol 39, n^9, 1993, 

Les performances des conjugues 21, 22 et 23 out comparees entre elles, en 
utilisant des echantillons standards a diff^rentes concentrations tfantigene, 

Les resultats sont rassembles dans le Tableau 6 : 



Tableau 6 





conjugu6 n* 
21 


conjugue n° 
22 


conjitgu6 n" 
23 


6chantillon N° 1 
0,53 ng/ml 


113 


67 


86 


echantilion N° 2 
5,3 ng/ml 


2380 


1378 


1885 


6chantillon N° 3 
31 ng/ml 


4175 


2289 


3323 



Les grandeurs sont exprimees en unites de fluorescence 
Ce tableau montre bien que le gain de fluorescence observe sur le conjugu6 
21 par rapport aux conjugues 22 et 23 (Tableau 5) se repercutc fegalement sur 

20 rimmunoessai, 

Les conjugues fabriques avec une cyclodextrine permettent done 
d*augmenter la sensibilite des dosages dans un immunoessai. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede d'obtention d'un conjugu6 fluorescent entre une molecule porteuse 
possedant au moins im groupement amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfhydryl et un 

5 reactif fiuorophore possedant au moins un groupement fonctionnel susceptible do 
rSagir avec le(s)dit(s) groupe(s) amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfhydryl, qui 
consiste 4 mettre en presence ladite molecule porteuse et ledit reactif fiuorophore 
avec une soliUion aqueuse d'un macrocycle soluble dans F^u contenant de 1 a 
40 % (m/v) dudit macrocycle. 

iO 2. Procede selon la revendication 1^ dans lequel le macrocycle soluble dans 
Vcm est choisi parmi une cyctodextrine eventuellement substitute ou un 
calixarene substitue par des groupements hydrophiles* 

3. Procede selon la revendication 2, dans lequel le macrocycle soluble dans 
Feau est une cyciodextrine choisie parmi ra-cyclodextrine, 

15 la p-cyclodextrine, la y-cyclodextrine, rhydroxypropyl-a-cyclodextrine, 
rhydroxypropyl-p-cyclodextrine, rhydroxypropyl-y-cyclodextrine, Thydroxyethyl- 
a-cyclodextrine, rhydroxyethyl-p-cyclodextrine> ITiydroxy-ethyl-y-cyclodextrine, 
ou la 2,6-di-O-methyl-heptakis-P-cyclodextrine, 

4, Procede selon la revendication 2, dans lequel le macrocycle soluble dans 
20 Teau est un calixarene de structure 
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dans laquelle : 

- Ra et Rb reprfisentent chacun un groupement hydrophile choisi parmi H, 
(CH2)pC02H, (CH2)pOH, (CH2)pNH2, (CH2)pS03H ou (CH2)pN+RcRdRe ; 

5 - Rc, Rd repr6sentent chacun I'hydrogene ou un (Ci-C3)alkyle ; 

- p varie de 0 a 4 pour Rb et de 1 a 4 pour Ra ; et 

- tvarie de I a 5. 

5, Precede selon i'une quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel la 
solution aqueuse de macrocycle contient de 10 a 40 % (m/v) de macrocycle. 
30 6. Procede selon l*une quelconque des revendications 1 k 5, dans lequei le 
reactif fluorophore est un chromophore a un ou plusieurs noyaux aromatiques 
possedant un coefficient extinction moleculaire 61eve, 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequei le r6actif fluorophore est 
choisi parmi 
15 * une cyanine de structure 
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* une h^micyanine de structure 



»V . V 1 ( 1 ^ 




15 * iin styryl de structure 
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* une rhodamine de structure : 




ou 



* une naphtofluoresceine de structure : 
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dans lesquelies structures : 

- les lignes en pointili6 repr6sentent chacune les atomes de carbone n6cessair^ 
5 pour fonner 1 i 3 cycles fiisionn6s, les groupes R3, R4, R5, Rg, Rg ct R9 etant 

attaches a ces cycles ; 

- X et Y representent chacun N, C , O, S ou C(CH3)2 ; 

O 

-m vaut 1, 2, 3 ou4 ; 

- au moins un des groupes Ri a R7 est capable de reagir avec un groupement 
10 amino, hydroxy, carboxy et/ou sulfliydryl et est choisi parmi 
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oil n varie de 0 a 8 et p est egal a 0 ou 1, et Ar est un heterocycle a 5 ou 6 chainons 
comprenant 1 a 3 heteroatomes, 6ventuellement substitue par un atome 
d'halogene, ceux des groupes ^ R7 ne representant pas ime des entites r6actives 
ci-dessus etant choisis parmi I'hydrogtoe ou un groupe -(CH2)rZ dans iequel r 
5 varie de 0 ^ 4 et Z represente un groupe CH3, SO3H, OH ou >rhRiR2R3 dans 
Iequel Rj, R2 et R3 sont tels que deflnis ci-dessus, et au moins un des groupes Rg 
et R9 represente un groupe SO3" ou SO3H, Tautre groupe repr6sentant I'hydrogdne 
ou un groupe SO3" ou SO3H. 

8. Procede selon la revendication 7, dans Iequel le r6actif fluorophore est une 
10 cyanine de structure : 




dans laquelle Rj, R2, R3* R4, R7, Rg ^9 sont tels que dSfinis dans la 
revendication 7. 

15 9, ProcMe selon la revendication 8, dans Iequel X et Y representent chacun 
un groupe C(CH3)2 dans la structure de la cyanine. 

10. Procede selon la revendication 9, dans Iequel dans la structure de la 
cyanine, 

O 

- Rj et R2 representent chacun un groupe — (CH2)5 — COO — N 

O 

20 " R3^ R4 et R7 representent chacun I'hydrogene ; 

- Rg et R9 representent chacun un groupe SO3' ; et 

- m est egal a 2. 

IL Proced£ selon la revendication 9, dans Iequel dans la structure de la 
cyaninCj, 
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o 

- Rj represente im groupe — (CH^)^ — COO N 

O 

" R2 represente un ethyl ; 

- R3, R4 et R7 repr6sentent clmcun Thydrogene ; 

- Rg et R9 representent chacim un groupe SO3" ; et 
5 - m est egal a 2, 

12. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a lU dans iequel la 
molecule porteuse est un anticorps, un antigene, une proteine, un peptide, un 
haptene, une iectine, Tavidine, la streptavidine, une toxine, un glucide, un 
oligosaccharide, un polysaccharide, un acide nucleique, une hormone, un 

10 m6dicament, un polym^re, une particule polymerique, du verre, une particule de 
vcrre ou une surface en verre ou en polymSre. 

13. Conjugue fluorescent, obtenu par le proced6 de Tune quelconque d^ 
revendications 1 a 12, 

14. Conjugue fluorescent selon la revendication 13, issu de Taccrochage du 
15 complexe dinclusion forme par le macrocycle soluble dans Feau et le reactif 

fluorophore sur la molecule porteuse. 

15. Conjugu6 fluorescent selon la revendication 14, dans Iequel le complexe 
d'inciusion subsiste dans la structure finale du conjugu6 et forme un rotaxane 
stable. 

20 16, Conjugue fluorescent selon la revendication 13, issu de Taccrochage du 
complexe d'inclusion form6 par le macrocycle soluble dans Teau et la molecule 
porteuse sur le r6actif fluorophore. 

17. Conjugue fluorescent selon la revendication 16, dans Iequel le complexe 
inclusion subsiste dans la structure finale du conjugu6 et forme un rotaxane 

25 stable, 

18. Utilisation d'un conjugue fluorescent selon Tune quelconque des 
revendications 13 a 17 comme traceur fluorescent 

19. Utilisation selon la revendication 18, pour la detection et/ou la 
determination par fluorescence tfun anaiyte dans un milieu susceptible de le 

30 contenir, 

20- Utilisation selon la revendication 18, en microscopic de fluorescence ou en 
cytometric de flux* 
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